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RESUMEN
Objetivo Evaluar la calidad del aire en tres sitios del Valle de Aburrá (Antioquia) a 
través de la determinación de la genotoxicidad  del PM10 en linfocitos humanos.
Métodos A partir del valor de referencia de PM10 para Colombia (50 µg/m3/año) se 
eligieron tres sitios del Valle de Aburrá con diferente promedio de PM10, Barbosa 
con 25 µg/m3, Corantioquia con 44 µg/m3y Facultad de Minas con 91 µg/m3. Los 
filtros de PM10 expuestos por 24 horas, se analizaron en la épocas de lluvia, transi-
ción y seca entre Julio de 2011 y abril de 2012. Con el extracto orgánico obtenido 
en cada filtro se trataron linfocitos humanos para evaluar in vitro el daño en el ADN 
por medio del ensayo Cometa Alcalino.
Resultados Todos los sitios indujeron genotóxicidad altamente significativa (p< 
0.001) respecto al control negativo, presentando el mayor daño durante la época 
de transición. Se observaron diferencias significativas (p<0.05) en la genotoxicidad 
inducida por el PM10 entre los tres sitios evaluados.
Conclusiones Aunque los valores de PM10 reportados para Barbosa y Corantio-
quia fueron inferiores al nivel máximo permisible, se encontró actividad genotóxica 
del PM10 proveniente tanto de ellos como de Facultad de Minas cuyo valor de PM10 
es superior a la norma. Estos resultados indican que únicamente el monitoreo 
fisicoquímico del material particulado es insuficiente para evaluar el riesgo relativo 
sobre la población expuesta. En consecuencia, estos estudios deben ser comple-
mentados con biomarcadores de genotoxicidad como el ensayo cometa.
Palabras Clave: Contaminación ambiental, biomarcadores, genotoxicidad, ensayo 
cometa (fuente: DeCS, BIREME).
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ABSTRACT
Objective Assessing air quality by determining PM10 genotoxicity in human lym-
phocytes at three locations in the Valle de Aburrá (Antioquia department).
Methods Three sites were chosen in the Valle de Aburrá (Barbosa, Corantioquia 
and the School of Mines) using Colombian reference (50 g/m3) and PM10 content 
values, having annual low (25 mg /m3), medium (44 ug/m3) and high PM10 aver-
age (91 ug/m3). PM10 filters were analyzed during three different seasons between 
2011and 2012: rainy, transitional and dry. Human lymphocytes were treated with 
the organic extract obtained from each filter to evaluate DNA damage using an 
alkaline comet assay.
Results Genotoxicity was found to be highly significant (p<0.001) in all cases, 
compared to the negative control. The highest damage (six times) was seen in 
material from the School of Mines and during the transitional period. Differences 
were found between material from Barbosa and Corantioquia regarding that from 
the School of Mines concerning the induction of damage.
Conclusions Although the PM10 values reported for Barbosa and Corantioquia 
were below the maximum permitted level, genotoxic activity was found for PM10 
from both sites as well as for the School of Mines. These results show that phys-
ical-chemical monitoring of particulate matter is not enough for assessing the ex-
posed population’s relative risk. Such analysis should thus be accompanied by 
using genotoxicity biomarkers, such as the comet assay.
Key Words: Environmental pollution, biomarker, genotoxicity, comet assay 
(source: MeSH, NLM).
La industrialización y el aumento del tráfico vehicular han incremen-tado la exposición de la población humana a agentes potencialmente genotóxicos, que agreden mediante múltiples mecanismos el patri-
monio genético (1). De acuerdo con Park & Choi (2) en Europa y Estados 
Unidos se ha registrado un aumento de enfermedades respiratorias y car-
diovasculares asociadas con la contaminación atmosférica. Especialmente 
se ha encontrado una relación positiva entre la morbilidad y la mortalidad 
con altos niveles de partículas PM10 en centros urbanos (3). Las partículas 
menores de10 micras, PM10, resultan principalmente de la combustión in-
completa de diferentes tipos de combustibles y de fuentes industriales (4). 
Este material, que es inhalado a través de la respiración, puede depositarse 
en tráquea, bronquios y bronquiolos de animales y  humanos. A este ma-
terial se adhieren contaminantes orgánicos con conocida actividad muta 
carcinógenica como los Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos (HPA), 
benceno, tolueno y compuestos inorgánicos tóxicos como sulfatos, nitra-
tos, amonio y metales pesados (5).
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Medellín es una urbe con alta contaminación atmosférica, debido a la ob-
solescencia e incremento del parque automotor, baja calidad del combustible 
utilizado, reducida cobertura vegetal en las vías principales e insuficiente control 
de las emisiones móviles e industriales (6). El monitoreo de la calidad del aire en 
el Valle del Aburrá se basa en el seguimiento de variables físico-químicas, pero 
aún se desconocen muchos efectos ecológicos y epidemiológicos ocasionados 
por el deterioro de la  calidad del aire. En los últimos años se han monitoreado 
los niveles de contaminantes como: monóxido de carbono, dióxido de nitrógeno 
y de azufre, ozono, PM10, PM2.5 y partículas totales en suspensión (PST) en 
gran parte del Valle de Aburrá; pero aún se desconoce la composición del mate-
rial particulado  (MP) del Valle y los posibles efectos genotóxicos que permitan 
determinar de forma temprana el peligro para la salud de la población expuesta. 
En las últimas décadas se ha incrementado el interés en la evaluación de 
los impactos de compuestos puros o de mezclas potencialmente genotóxicas y 
carcinogénicas, ya que estas sustancias generan a largo plazo efectos adversos 
sobre la salud de los ecosistemas y de los humanos expuestos. Las alteraciones 
tempranas previas al desarrollo de una enfermedad, constituyen biomarcado-
res apropiados para el análisis de riesgo ambiental (7) y en consecuencia, son 
usados como una primera señal en un “sistema de alerta temprano” (8).
Algunas entidades de control  ambiental han validado una serie de pruebas 
para la generación de información como insumo inicial para el análisis de 
riesgo para la salud y para la generación de estrategias de regulación (9-10). 
El ensayo cometa es una de las metodologías más usadas para detectar daño 
genómico, con él se evalúa la integridad del ADN, aspecto fundamental para 
la salud de los  organismos, ya que los quiebres o rupturas del ADN que 
constituyen lesiones premutagénicas potenciales (2).
Esta investigación busca establecer a través del ensayo cometa alcalino la 
actividad genotóxica del material particulado PM10 de tres sitios del Valle de 
Aburrá en células humanas y su relación con la época climática para imple-
mentarlo como parámetro de evaluación de la calidad del aire y caracterizar 
su potencial peligro para la salud.
MATERIALES Y MÉTODOS
Área de estudio y sitios de muestreo
El Valle de Aburrá está ubicado en el Departamento de Antioquia, a 1 538 
msnm, la temperatura fluctúa entre los 13 y 35°C y la precipitación media 
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alcanza 2 200 mm por año. Aunque los vientos característicos del Valle 
soplan  generalmente de Norte a Sur, son modificados constantemente por la 
topografía (11).
De acuerdo con los resultados del monitoreo del material particulado de 
la Red Nacional de Vigilancia de la Calidad del Aire (REDAIRE) en el Valle 
del Aburrá, se eligieron tres sitios de muestreo con diferentes niveles de con-
taminación (Fig.1 y Tabla 1) (12).
Figura 1. Mapa del Valle de Aburrá con los puntos de monitoreo  
(Estaciones de estudio señalados)
 
Colombia Antioquia
Ubicación Geográfica de las estaciones - Red de Vigilancia
y Monitoreo de la Calidad del Aire. Área metropolitana
del Valle de Aburrá, septiembre de 2011
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Tabla 1. Características de los sitios de muestreo









Zona Urbana y alto 
tráfico  de vehículos 
livianos
Zona urbana y alto 
tráfico de vehículos 
pesados
Altura del muestreador  
(m con respecto al suelo) 7 12 3
Obtención del material particulado PM10
REDAIRE cuenta con muestreadores de alto volumen PM10 a lo largo del 
Valle de Aburrrá. Estos equipos se fundamentan en el principio de impactación 
inercial para clasificar las partículas según el tamaño. Las partículas con diámetro 
≤10µm son depositadas en filtros de cuarzo expuestos durante 24 horas.
Obtención del Material Orgánico Extraíble (MOE)
Para la obtención del MOE se siguió la metodología propuesta por Sato  et 
al., (13) con algunas modificaciones. Los filtros fragmentados se llevaron a 
recipientes de vidrio, se cubrieron con 2 ml de Diclorometano (DCM) por cada 
gramo de PM10 y se sometieron a ultrasonicación durante una hora con el fin de 
desprender los compuestos orgánicos adheridos a las partículas. Posteriormente, 
el solvente se rotaevaporó, se diluyó en PBS y se emulsionó por medio de una 
llave de tres vías acoplada a un sistema de dos jeringas y un filtro de 0.22 µm, 
con el fin de obtener una solución estéril para los ensayos celulares.
Citotoxicidad y ensayos celulares
A partir de 10mL de sangre heparinizada se obtuvieron linfocitos humanos 
provenientes de un voluntario sano, no fumador ni consumo de alcohol, no 
deportista de alto rendimiento. Para la separación de las células se empleó el 
método de separación por gradiente con Ficoll Hystopaque (14). En la suspensión 
celular, se determinó la citotoxicidad mediante el uso del colorante vital azul de 
tripano en cámara de Neubauer. Para el cálculo de la citotoxicidad se empleó la 
expresión citoxicidad (%)= (No. de células muertas / No. de células totales)*(100)
Los ensayos con el MOE se realizaron cuando la citotoxicidad fue menor 
al 10 %. Con el MOE de cada filtro se hicieron dos ensayos independientes 
por duplicado y se trataron 100 000 linfocitos con  25, 50 y 100 цg equiva-
lentes de PM10  durante una hora. Solo las  suspensiones celulares que pre-
sentaron citotoxicidad máxima de 25±5 % se consideraron genotóxicas (15). 
Un filtro sin exposición a PM10 fue empleado como blanco y se le realizó el 
mismo procedimiento. Se contó con un control negativo y para el control 
positivo se utilizó peróxido de hidrógeno 100mM.
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Evaluación Genotóxica del MOE por medio del ensayo Cometa Alcalino
Para visualizar las rupturas generadas por el MOE, se siguieron el protocolo 
propuesto por Singh et al., (16) y las modificaciones para trabajar en gelbond 
(17).  Inicialmente, se mezclaron 20 µl de células tratadas con 80 uL agarosa 
de bajo punto de fusión al 0.5 % (DEACI), de esta mezclase sembraron 10 µl 
en la lámina del gelbond, luego de  la solidificación a 4ºC se llevaron a una 
solución lisis fresca (NaCl 2.5 M, Na2EDTA 100 mM, Tris 10 mM, sarcosinato 
de sodio 1 %, Triton X-100 y DMSO 10%) durante 24 h.  Al concluir este 
periodo, las láminas se dejaron 20 minutos en buffer de electroforesis 
fresca (Na2EDTA 1 mM y NaOH 300 mM a pH 13.5) para permitir la 
desnaturalización del ADN. Luego se hizo el corrido electroforético a 25mV 
y 300mA (BIORAD Power Pac 3 000) por 30 minutos a 4ºC en condiciones 
de oscuridad. Las láminas Gelbond se lavaron con solución neutralizante 
(Tris- HCl 0.4M a pH 7.5), se tiñeron con Bromuro de Etidio 2ul/ml y la 
lectura de los núcleos se hizo en un microscopio de fluorescencia marca 
Boeco, con filtro verde y magnificación de 20X. Se analizaron 100 células 
para cada tratamiento con el software  Casp y los resultados se expresaron 
como longitud de cola del cometa (micrómetros). 
El criterio para determinar daño genético fue la media de la longitud de 
cola del control negativo más la desviación estándar más uno (X±DS+1). 
De acuerdo a este valor, se clasificó arbitrariamente el tipo de daño (TD) 
en cinco categorías: TD=0 células sin daño; TD=1 células con daño bajo; 
TD=2 células con daño medio; TD=3 células con daño alto y TD=4 células 
con daño total. Con base en ellas se determinó el Índice de Daño Ponderado 
(IDP) por tratamiento, según la fórmula propuesta por Ferreiro et al  (18): 
IDP = (n1+2n2+3n3+4n4). Donde: IDP es el índice de Daño Ponderado; n1 
a n4 el número de células por categoría.
Además se consideró el factor de inducción (FI) de daño, como el in-
cremento relativo de la longitud de cola del tratamiento con relación a la 
longitud de cola del control (19), así:
FIa=Xa / Xc.
Donde:
FI es el factor de inducción de la concentración o tratamiento a, 
Xa corresponde al promedio de la longitud de cola de la concentración a,
Xc es el promedio de la longitud de cola del control negativo.
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Adicionalmente, se incluyó la frecuencia de células dañadas en cada tra-
tamiento.
Análisis Estadísticos
Dado que el coeficiente de variación fue <10 %, los resultados se 
homogenizaron y se presentaron como la media (± DS) de la longitud 
de cola. La distribución de los datos se determinó mediante curtosis y 
simetría.  Las diferencias  de los resultados entre los sitios con respecto a 
los tratamientos y las épocas climáticas se evaluaron mediante la prueba de 
Kruskal-Wallis. La influencia de todos los factores (sitios, dosis y épocas 
climáticas) se determinó con la prueba de rangos múltiples. Valores de 
p<0,05 fueron considerados significativos. Para los análisis se aplicó el 
software Stat Graphic Centurión XVI.
RESULTADOS
Después de una hora, la citotoxicidad celular fue menor al 30 % en todos los 
tratamientos y en consecuencia, la actividad genotóxica se puede atribuir a la 
acción del MOE y no a otros factores de citotoxicidad.  
El FI fue de tres a seis veces mayor en las células tratadas con MOE en 
comparación con el control (p<0.001) (Tabla 2). El índice de daño ponde-
rado (IDP) fue significativo en todos los tratamientos con MOE y alcanzó 
valores 2 a 10 veces mayores que el control negativo. La fracción de célu-
las con daño (%) osciló entre 39 y 79 %, en Barbosa, entre 50 y 85 % en 
Corantioquia y entre 73 y 93 % en la Facultad de Minas. En los tres sitios el 
mayor daño se presentó en los tratamientos con material colectado durante la 
época de transición (Tabla 2) y el menor en el periodo seco.
Al comparar los resultados de los tratamientos con MOE y el control nega-
tivo, se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p<0.001), es 
decir, los tratamientos con el material de los tres sitios resultaron genotóxicos 
independientemente de los niveles de PM10 (Fig. 2). Aunque en ningún caso 
se logró establecer una relación dosis-respuesta, se presentaron diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.001) entre los tratamiento de 50 y 100 
µg equivalentes de PM10  respecto a la concentración de 25 µg equivalente 
de PM10 de los tres sitios monitoreados (20).
No se evidenciaron diferencias estadísticamente significativas entre la 
actividad genotóxica del MOE procedente de Barbosa y de Corantioquia, 
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pero entre estos y el efecto del MOE de Facultad de Minas se encontraron 
diferencias (p<0.001) debido a una mayor genotoxicidad en este último sitio. 
Según la época climática se observó el mismo comportamiento, siendo 1.3 
veces mayor la genotoxicidad del MOE en Facultad de minas (Fig. 3).
Tabla 2. Genotoxicidad de PM10 en linfocitos humanos
Sitio Época Dosis (µg equiv MP10)
X±DS a IDPb % CDc FId % Ve
Barbosa
Lluvia
25 20,4±13,5 60 50 3 87,9
50 22±15,6 68 51 3 91,9
100 25,3±16 83 65 4 66,7
Transición
25 34,9±17,5 113 78 5 91,4
50 35,6±19,2 114 74 5 87,5
100 39,8±19,8 131 79 6 72,7
Seca
25 15,6 ±11,5 46 39 2 90,9
50 32,3±22,7 100 62 5 81,7
100 29±17 92 67 3 72,4
Corantioquia
Lluvia
25 28±16,9 92 68 4 95
50 29,2±19,5 96 63 5 94
100 34,9±20 111 72 5 80
Transición
25 26±15,5 84 68 4 88
50 37,7±23,6 118 69 6 83
100 35,1±15,5 120 85 6 85
Seca
25 26,1±15,2 84 66 4 98,3
50 30,3±18,1 98 68 5 91,2
100 22,1±16,8 69 50 3 89,8
Fac. Minas
Lluvia
25 30±15 97 73 5 75
50 39±19,2 122 80 6 71,4
100 36±21,5 117 73 6 59,1
Transición
25 53±22 129 93 9 95
50 38±17 129 84 6 95,7
100 37±22 122 74 6 95
Seca
25 23± 16 75 57 4 100
50 41±20 133 81 6 94
100 40±23 133 74 6 94
Filtro blanco 100 10±5 21 15 1 93,2
C- (PBS) 8.4±6 15 15 1 97,1
C+ (H2O2) XmM 54.3±39 167 77 7 77,5
aMedia de la longitud de cola del DNA de dos experimentos independientes, cada uno por duplicado. 
bÍndice de Daño Ponderado. cPorcentaje de Células Dañadas (se consideró daño a partir de 16 micras). 
dFactor de Inducción. e Porcentaje de Viabilidad después de 1 hora de exposición a PM10
Al analizar la influencia de la época climática, se observó que durante la 
transición se incremento la actividad genotóxica del MOE de los tres sitios 
(p<0.001), principalmente de Barbosa con el cambio de valores medios de 
daño en el DNA de 22.64 µm en época seca y 25.94 µm en lluvia, a 36.78 
µm en transición. En Facultad de Minas estos valores se incrementaron de 
38.8 µm en las épocas seca y de lluvia a 43 µm en el periodo de transición.
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 Figura 2. Medianas de la longitud de cola (daño)  

















































A. Barbosa; B. Corantioquia y; C. Facultad de Minas. *Representa las diferencias entre el control nega-
tivo y las dosis; **Representa la diferencia entre la dosis 25 en comparación con 50 y 100 µg equivalen-
tes de PM10
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DISCUSIÓN
El tipo de MOE obtenido de los distintos PM10 presentó características 
aceitosas y fue más denso el extracto de PM10 proveniente de Facultad de 
Minas, debido principalmente a que el muestreador está ubicado a una altura 
de 3m y a una distancia de 2m de una de las vía con mayor tráfico vehicular 
de la ciudad de Medellín. Esta situación hace que en los filtros se acumule 
principalmente material particulado proveniente de emisiones de tráfico 
automotor, especialmente de camiones de motor diesel (20). Aunque en 
Barbosa y Corantioquia, los muestreadores están ubicados en calles con alto 
flujo vehicular, su ubicación a 7 y 12 m de altura, respectivamente, permite que 
se acumule en los filtros material procedente de los vehículos y de otras fuentes 
y en consecuencia el material orgánico adherido a estas partículas presenta 
una composición diferente al encontrado en la Facultad de Minas. De acuerdo 
con Wendy et. al (21), la cantidad de lípidos asociada al material particulado 
depende del tipo de fuente y del tamaño de las partículas, así la fracción lípídica 
modula la potencial toxicidad potencial que presenta la partícula. 
Figura 3. Genotoxicidad del MOE en cada uno de los sitios  
de acuerdo a la época climática
Aunque se esperaba que en la zona semi urbana de Barbosa, con bajos ni-
veles de PM10, la genotoxicidad fuera muy reducida, se observó que triplica-
ba la respuesta del tratamiento con el filtro control. Según Pope et al. (22) los 
efectos adversos del MP se presentan a muy diferentes concentraciones de 
material. El efecto genotóxico del extracto del material colectado en Barbosa 
podría estar relacionado con los compuestos orgánicos que se adhieren a las 
partículas de 10 µm, catalogados como mutagénicos, genotóxicos y/o carci-
nógenos, por entes de regulación internacional como algunos Hidrocarburos 
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policíclicos aromáticos (23). Aproximadamente el 70-90 % de los HPA que 
se encuentran en el aire están unidos a MP, especialmente los de peso mo-
lecular alto, como Benzo (a) Pireno, Benzo (k) fluorantreno y los de peso 
molecular medio del tipo Benzo (a) antraceno y pireno (24).
Los HPA pueden ser liberados en el proceso de combustión principalmente 
de motores diesel (25) y su efecto genotóxico está mediado por enzimas mi-
crosomales, especialmente Cyp 1A1 (24-27). Aunque los linfocitos tratados 
no expresan una amplia gama de enzimas de metabolización de xenobióticos, 
si tienen la capacidad de metabolizar HPA que requieren Cyp1A1, además, 
el efecto observado también puede ser atribuido a los HPA modificados que 
ejercen su acción genotóxica de manera directa (26-27).
De acuerdo a los resultados del estudio en la época de transición se evi-
denció una mayor genotoxicidad del PM10, considerada en este estudio como 
la terminación del periodo de lluvias y el comienzo del periodo seco. Una 
mayor humedad relativa (HR) del aire favorece la capacidad de absorción de 
las partículas para adherir materiales en suspensión al actuar como núcleos de 
condensación (24). Muchos compuestos mutacarcinogénicos son liberados 
directamente al ambiente, otros se generan a partir de compuesto primarios 
por reacciones químicas, biológicas y fotoquímicas en ese ambiente (28) 
como nitro, hidroxi y oxo HPA que resultan de fotorreacciones con NOx, 
ozono y OH (27-29).En este estudio la humedad relativa en la época seca 
(Julio de 2011 y enero de 2012) fluctúo entre 62 y 67 %, en el período de 
lluvias(Octubre de 2011 y Abril de 2012) la HR alcanzó el 70 % mientras 
que en la época de transición (Diciembre de 2011) alcanzó el 80 %.
Los resultados indican el potencial peligro para la salud de la población 
expuesta a PM10en las zonas urbanas y con alto tráfico. El enfoque de este es-
tudio estuvo basado en PM10, las partículas más finas, PM2.5, tienen mayor 
facilidad de entrar a los alvéolos pulmonares y por ello deberían ser también 
evaluadas ya que sólo con PM10 se podría sobreestimar el peligro. Identificar 
y estimar la exposición humana a estos compuestos mutacarcinógenos es 
imperativo para el análisis de riesgo de la salud pública. Se sugiere que adi-
cionalmente al monitoreo químico convencional, se mida el efecto biológico 
(ejemplo, ensayos de genotoxicidad) que podría mejorar considerablemente 
este análisis de riesgo dada la complejidad de la mezcla de contaminantes. 
Estos resultados alertan sobre la necesidad de una continua revisión y ajuste 
de niveles de referencia como medida de control y protección de la salud 
pública ♦
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